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ABSTRAK 
 
Nama : Nurafianty 
NIM : 701 001 05 012 
Jurusan : Farmasi 
Skripsi : “Isolasi dan Identifikasi Senyawa Antibakteri Ekstrak n-Heksan 
Daun Jati (Tectona grandis L.F)” 
 
 
Telah dilakukan penelitian isolasi dan identifikasi senyawa antibakteri 
terhadap ekstrak n-heksan daun jati. Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan 
mengidentifikasi senyawa antibakteri yang terkandung di dalam daun jati. Sampel 
adalah ekstrak dan fraksi II yang merupakan koleksi Laboratorium Farmakognosi-
Fitokimia Universitas Islam Negeri Alauddin Makassar yang berkhasiat sebagai 
antibakteri  terhadap Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhosa 
dan Staphylococcus epidermidis dengan pengujian KLT Bioautografi. Fraksi II 
kemudian diisolasi dengan Kromatografi Lapis Tipis Preparatif (KLTP) yang 
menghasilkan 2 pita. Isolat II diuji dengan KLT Bioautografi dan menunjukkan 
aktivitas antibakteri terhadap Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa dan 
Salmonella typhosa yang merupakan isolat tunggal dengan pengujian KLT sistem 
multi eluen dan dua dimensi yang masing-masing menghasilkan satu bercak. 
Selanjutnya isolat II diidentifikasi dengan penampak bercak dan menunjukkan hasil 
positif terhadap golongan steroid. Hasil interpretasi spektroskopi ultraviolet 
menunjukkan satu pita pada panjang gelombang maksimum 242 nm dan interpretasi 
data spektrum inframerah menunjukkan adanya  gugus -OH, -CH alifatis, -CO, -CH3, 
alkan, alken dan -C=C. 
 
 
Kata kunci: Isolasi, Identifikasi, Antibakteri dan Steroid 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ABSTRACT 
 
Name : Nurafianty 
Reg. No : 701 001 05 012 
Department : Pharmacy 
Title of Thesis : “Isolation and Identification Antibacterial Compound of Jati Leave 
(Tectona grandis L.F) n-Hexane Extract” 
 
 
Research about Isolation and identification of jati leave extract have been 
done. The purpose of this research is to isolate and identify the antibacterial 
compound of jati leave. The sample was used in this research obtained from 
Pharmacognocy-Phytochemistry Laboratory Islamic State University of Alauddin 
Makassar collection. These sample have antibacterial activity to Bacillus subtilis, 
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhosa and Staphylococcus epidermidis when 
conducted by  Bioautography Thin Layer Chromatography (TLC). Second fraction 
was isolated by Preparative Thin Layer Chromatography (PTLC) and result 2 bands. 
The second isolat tested by Bioautography Thin Layer Chromatography  (TLC) and 
showing antibacterial activity to Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa and  
Salmonella typhosa and it was single isolat when treat by multi-eluen TLC and two 
dimension. The next step identify the second isolat by spot reagen and showing 
positif reaction steroid compound. Ultraviolet spectroscopy interpretation have 
maximum wavelength 242 nm and infrared spectroscopy showing -OH, -CH alifatic, 
-CO, -CH3, alkanes, alkenes and -C=C. 
 
 
Keywords: Isolation, Identification, Antibacterial and Steroid  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
BAB I 
PENDAHULUAN 
A. Latar Belakang 
Allah SWT menciptakan bumi beserta isinya untuk kesejahteraan umat 
manusia, apabila ada penyakit maka Allah SWT pasti telah menyediakan obatnya. 
Sebagai manusia harus mencari apa yang telah diciptakan-Nya yang ada di muka 
bumi ini sebagai obat dari suatu penyakit (Utomo 2005, 102).  
Dibanding dengan banyak negara lain di dunia, sesungguhnya Tuhan 
Yang Maha Pemurah telah memanjakan bangsa Indonesia dalam pemberian 
kekayaan flora. Kekayaan alam Indonesia memungkinkan banyak sekali tanaman 
yang berguna tumbuh dengan subur di sekitar kita. Nenek moyang bangsa 
Indonesia yang sejak dulu telah menekuni pengobatan dengan memanfaatkan 
aneka tumbuhan ini telah meninggalkan warisan yang amat berharga (Heyne  
1987, 1 dan Muhlisah 1996, 3).  
Salah satu tanaman yang biasa digunakan masyarakat sebagai bahan obat 
adalah tanaman jati (Tectona grandis L.F). Daun jati secara empiris banyak 
digunakan sebagai obat kolesterol, jantung, obat kegemukan, hipertensi, diabetes 
dan borok.  
Penggunaan obat-obat antibiotika semakin berkembang pesat, seiring 
dengan banyaknya penggunaan antibiotika sehingga menyebabkan banyaknya 
terjadi resistensi, dari hal tersebut maka perlu digali antimikroba yang baru. 
(Suwandi 1991, 46-49). 
 
 
Berbagai penelitian telah dilakukan terhadap daun jati (Tectona grandis 
L.F) diantaranya pemeriksaan fitokimia ekstrak etanol daun jati. Hasil penapisan 
fitokimia menunjukkan adanya golongan senyawa flavonoid, saponin, tanin galat, 
tanin katekol, kuinon dan steroid triterpenoid. Satu senyawa flavonoid telah 
diisolasi dari fraksi etil asetat ekstrak etanol secara kromatografi lapis tipis  
preparatif dan berdasarkan spektrum ultraviolet-sinar tampak, diperkirakan isolat 
tersebut merupakan senyawa 5,7,3,4,-tetrahidroksi flavon. Hasil kromatografi 
kertas ekstrak etanol menunjukkan adanya sembilan senyawa asam fenolat 
(Hartati 2005, 1). 
Armisman (2009) telah melakukan ekstraksi dan fraksinasi n-heksan daun 
jati (Tectona grandis L.F) dan menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap 
Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhosa, Staphylococcus 
epidermidis, Streptococcus mutans, dan Vibrio sp. (Armisman 2009, 53).  
Berdasarkan uraian di atas, maka akan dilakukan isolasi dan identifikasi 
senyawa aktif dari ekstrak dan fraksi n-heksan daun jati (Tectona grandis L.F).  
B. Rumusan Masalah 
Belum diketahui senyawa aktif antibakteri yang terdapat pada daun jati 
(Tectona grandis L.F). 
C. Maksud dan Tujuan 
Maksud dari penelitian ini adalah mengisolasi dan mengidentifikasi 
senyawa antibakteri dari ekstrak n-heksan daun jati (Tectona grandis L.F) 
 
 
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk menentukan senyawa yang aktif 
sebagai antibakteri dari ekstrak n-heksan daun jati (Tectona grandis L.F)  
D. Manfaat Penelitian 
Diperoleh senyawa aktif yang terdapat dalam daun jati (Tectona grandis 
L.F) yang berkhasiat sebagai antibakteri yang nantinya diharapkan dapat menjadi 
senyawa penuntun (lead compound) dalam penemuan obat-obat baru di masa 
yang akan datang. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
BAB II 
TINJAUAN PUSTAKA 
A. Uraian Tumbuhan 
1.  Klasifikasi 
Regnum :  Planthae 
Divisio :  Spermatophyta 
Sub divisio :  Angiospermae 
Class  :  Dicotyledoneae 
Subclass :  Magnoliidae   
Ordo  :  Verbenales 
Famili  :  Verbenaceae 
Genus  :  Tectona 
Spesies :  Tectona grandis L.F (Backer 1968, 85–594 dan Sutrisno  
1998, 9-234) 
2. Morfologi 
Pohon tinggi sampai 40 m. Batang jauh di atas tanah baru bercabang. 
Bagian yang muda dan bagian sisi bawah daun berbulu rapat, berbentuk 
bintang. Daun bertangkai pendek, kadang-kadang duduk, elips atau sedikit 
banyak bulat telur dan bagian pangkal yang menyempit pada batang yang 
berbunga, 23-40 x 11-21 cm. Daun yang muda sering coklat kemerah-
merahan. Karang bunga tersusun dari anak payung menggarpu, di ujung, 
berambut serupa tepung, ditutupi dengan kelenjar. Bunga lk 1 cm garis 
 
 
tengahnya, jarang berbilangan 5, biasanya berbilangan 6-7, kelopak bentuk 
lonceng, pada waktu menjadi buah membesar dan melembung. Mahkota 
dengan tabung pendek, putih, kadang-kadang agak ros, leher tidak berambut. 
Benang sari sebanyak taju mahkota, menjulang jauh. Bakal buah beruang 4, 
bakal biji 4. Tangkai putik dengan ujung yang telah dua pendek. Buah 
berambut kasar, inti tebal, berbiji 2-4. Mungkin dari India belakang, ditanam 
dan liar, terutama di daerah kering secara berkala sampai  650 m. Musim 
berbunga kebanyakan dalam permulaan musim penghujan (Backer 1968,  
351).   
3. Nama Daerah 
Jawa : Dodolan (Sunda), Jati, Jatos, Deleg (Jawa) (Heyne 1987, 1671)                       
Sulawesi : Jati (Bugis). 
4. Kandungan Kimia 
Batangnya mengandung antrakuinon, senyawa naptalain, triterpenoid, 
dan hemi terpen, daun jati mengandung quinon dan kayunya tanin 7,14%, dan 
minyak bunganya mengandung asam linoleat (54%) dengan laurat, miristat, 
palmitat, stearat, oleat, linoleat, asam arasidat dan 44,5% minyak lemak 
(Khare 2007, 649-650). 
5. Khasiat 
Kayu jati yang rasanya tidak enak mempunyai daya untuk 
memperbaiki makanan dan minuman yang berbahaya dan dapat menahan 
kolera yang mengganas. Kayu jati yang diremas-remas halus dengan air di 
 
 
atas batu, dapat dianjurkan pada radang. Air seduhan dari daunnya, diminum 
seperti teh dianjurkan terhadap kolera (Heyne 1987, 1672-1973). 
Bunga jati dapat digunakan sebagai obat bronchitis dan melancarkan 
serta membersihkan kantung kencing. Bagian buah atau benihnya dapat 
digunakan sebagai obat diuretik. Adapun ekstrak daunnya dapat menghambat 
kinerja bakteri tuberkulosa (Sumarna 2008, 8).  
B. Uraian Mikroba Uji 
1. Bacillus subtilis  
a.   Klasifikasi 
Domain  :  Bacteria  
Phylum :  Firmicutes 
Class :  Bacilli 
Ordo :  Bacillales 
Famili :  Bacillaceae 
Genus :  Bacillus 
Spesies :  Bacillus subtilis (Garrity 2004, 24-172). 
b. Sifat dan morfologi. Bacillus subtilis merupakan bakteri Gram positif 
memiliki sel batang 0,3 – 2,2 µm x 1,27-7,0 µm. Sebagian besar motil; 
flagelum khas lateral. Membentuk endospora tidak lebih dari satu dalam 
sel spongarium. Kemoorganotrof. Metabolisme dengan respirasi sejati, 
fermentasi sejati, atau kedua-duanya, yaitu respirasi dan fermentasi. 
Aerobik sejati atau anaerobik fakultatif (Pelczar 2008, 947). 
 
 
2. Pseudomonas aeruginosa 
a.   Klasifikasi 
Domain  :  Bacteria  
Phylum :  Proteobacteria 
Class :  Gammaproteobacteria 
Ordo :  Pseudomonadales 
Famili :  Pseudomonadaceae 
Genus :  Pseudomonas 
Spesies :  Pseudomonas aeruginosa (Garrity 2004, 24-95). 
b. Sifat dan morfologi. Pseudomonas aeruginosa merupakan bakteri Gram 
negatif dengan berbentuk sel tunggal, batang lurus atau melengkung, 
namun tidak berbentuk heliks. Pada umumnya berukuran 0,5 – 1,0 µm. 
Motil dengan flagelum polar; monotrikus atau multitrikus. Tidak 
menghasilkan selongsong prosteka. Tidak dikenal adanya stadium 
istirahat. Kemoorganotrof. Metabolisme dengan respirasi, tidak pernah 
fermentatif. Beberapa merupakan kemolitotrof fakultatif, dapat 
menggunakan H2 atau CO2 sebagai sumber energi. Oksigen  molekuler 
merupakan penerima elektron universal, beberapa dapat melakukan 
denitrifikasi dengan menggunakan nitrat sebagai penerima pilihan (Pelczar 
2008, 952). 
 
 
 
 
3. Staphylococcus epidermidis 
a.   Klasifikasi 
Domain  :  Bacteria  
Phylum :  Firmicutes 
Class :  Bacilli 
Ordo :  Bacillales 
Famili :  Staphylococcaceae 
Genus :  Staphylococcus 
Spesies :  Staphylococcus epidermidis (Garrity 2004, 24-187). 
b. Sifat dan morfologi. Staphylococcus epidermidis adalah bakteri Gram 
positif. Sel-sel berbentuk bola, berdiameter 0,5 – 1,5 µm, terdapat dalam 
tunggal dan berpasangan dan secara khas membelah diri pada lebih dari 
satu bidang sehingga membentuk gerombolan yang tak teratur. Anaerob 
fakultatif, tumbuh lebih cepat dan lebih banyak dalam keadaan aerobik. 
Suhu optimum 35 – 400C. Terutama berosiasi dengan kulit, dan selaput 
lendir hewan berdarah panas (Pelczar 2008, 95 
4. Streptococcus mutan 
a.   Klasifikasi 
Domain  :  Bacteria  
Phylum :  Firmicutes 
Class :  Bacilli 
Ordo :  Lactobacillales 
 
 
Famili :  Streptococccaceae 
Genus :  Streptococcus 
Spesies :  Streptococcus mutans (Garrity 2004, 24-203). 
b. Sifat dan morfologi. Streptococcus mutans termasuk bakteri Gram positif 
berbentuk bola sampai lonjong, berdiameter 0,5-1,5 µm, koloni bulat 
cembung dengan permukaan licin atau sedikit kasar dan tepi seluruhnya 
atau sebagian tidak beraturan. Koloni buram berwarna biru terang, bersifat 
fakultatif aerob, dapat tumbuh pada suhu 45
0
C dan suhu optimumnya. 
Dinding sel terdiri dari 4 komponen antigenik yaitu peptidoglikan, 
polisakarida, protein dan asam lipokoat (Pelczar 2008, 955). 
5. Salmonella typhosa 
a.   Klasifikasi 
Domain  :  Bacteria  
Class :  Gammaproteobacteria 
Ordo :  Enterobacteriales 
Famili :  Enterobacteriaceae 
Genus :  Salmonella 
Spesies :  Salmonella typhosa (Garrity 2004, 24-122). 
b. Sifat dan morfologi. Salmonella typhosa adalah bakteri Gram negatif 
berbentuk batang lurus dengan ukuran 0,7-1,5 µm, biasanya tunggal dan 
kadang-kadang membentuk rantai pendek, jenis yang bergerak berflagel 
peritrik, hidup secara aerobik atau anaerobik fakultatif, meragikan glukosa 
 
 
dengan menghasilkan asam kadang-kadang gas. Tumbuh optimal pada 
suhu 37
0
C dan berkembang biak pada suhu kamar, bakteri ini dapat 
ditemukan di saluran pencernaan manusia dan hewan. Bakteri ini 
merupakan penyebab demam tifoid karena adanya  infeksi akut pada usus 
halus manusia dan hewan (Pelczar 2008, 953). 
6. Vibrio sp 
a.   Klasifikasi 
Domain  :  Bacteria  
Phylum :  Proteobacteria 
Class :  Gammaproteobacteria 
Ordo :  Vibrioanales 
Famili :  Vibrionaceae 
Genus :  Vibrio 
Spesies :  Vibrio sp (Garrity 2004, 24-109). 
b. Sifat dan morfologi. Vibrio sp adalah bakteri Gram negatif. Batang 
pendek, tidak membentuk spora, bentuknya melengkung atau lurus, 0,5 
µm x 1,5-3,0 µm, terdapat tunggal atau kadang-kadang bersatu dalam 
bentuk S atau spiral. Motil dengan satu flagelum polar, atau pada beberapa 
spesies dengan dua atau lebih flagelum dalam satu berkas polar, hanya 
sesekali non motil. Seringkali mempunyai sferoplas, biasanya dibentuk 
dalam keadaan lingkungan yang kurang menguntungkan. Tidak tahan 
asam. Tidak membentuk kapsul. Tumbuh baik dan cepat pada medium 
 
 
nutrien baku. Kemoorganotrof. Metabolisme dengan respirasi 
(menggunakan oksigen) dan fermentatif. Anaerobik fakultatif. Suhu 
optimum berkisar dari 18-37
0
C (Pelczar 2008, 956). 
C.  Antimikroba 
Zaman antibiotika dimulai dengan penemuan penisilina dan streptomisina. 
Sebelum itu penelitian zat aktif terhadap kuman atau jamur dilakukan pada 
tanaman tinggi dan penelitian di bidang ini masih terus dilanjutkan. Dari 23000 
spesies tumbuhan tinggi ditemukan 63 genera yang aktif terhadap Staphylococcus 
aureus dan Escherichia coli. Kandungan tumbuhan yang diduga berkhasiat 
bakterisida/bakteriostatika antara lain alkaloida, glikosida, minyak atsiri dan asam 
organik (Agoes 1992, 160-161).  
Antimikroba ialah obat pembasmi mikroba, khususnya mikroba yang 
merugikan manusia. Obat yang digunakan untuk membasmi mikroba, penyebab 
infeksi pada manusia, ditentukan harus memiliki sifat toksisitas selektif setinggi 
mungkin. Artinya, obat tersebut haruslah bersifat sangat toksik untuk mikroba 
tetapi relatif tidak toksik untuk hospes (Ganiswarna 1995, 571). 
Berdasarkan sifat toksisitas selektif, ada antimikroba yang bersifat 
menghambat pertumbuhan mikroba, dikenal sebagai aktivitas bakteriostatika dan 
ada yang bersifat membunuh mikroba, dikenal sebagai aktivitas bakterisida. 
Kadar minimal yang diperlukan untuk menghambat pertumbuhan mikroba atau 
membunuhnya, masing-masing dikenal sebagai kadar hambat minimal (KHM) 
dan kadar bunuh minimal (KBM). Antimikroba tertentu aktivitasnya dapat 
 
 
meningkat dari bakteriostatika menjadi bakterisida bila kadar antimikrobanya 
ditingkatkan melebihi KHM (Ganiswarna 1995, 571). 
Cara kerja yang terpenting adalah perintangan sintesis protein, sehingga 
bakteri musnah atau tidak berkembang lagi. Selain itu, beberapa antibiotika 
bekerja terhadap dinding sel atau membran sel, peningkatan permeabilitas 
membran sel yang dapat menyebabkan kehilangan komponen penyusun sel, 
menginaktivasi enzim, dan destruksi atau kerusakan fungsi material genetik. (Tjay 
2002, 63 dan Anonim, 2009 ). 
D.  Ekstraksi 
Ekstraksi dibagi dalam 2 macam yaitu ekstraksi secara dingin dan 
ekstraksi secara panas: 
a. Ekstraksi secara dingin 
1. Maserasi 
Maserasi merupakan cara penyarian yang sederhana. Maserasi 
digunakan untuk penyarian simplisia yang mengandung zat aktif yang 
mudah larut dalam cairan penyari, tidak mengandung zat yang mudah 
mengembang dalam cairan penyari, tidak mengandung benzoin, stirak dan 
lain-lain. 
Maserasi pada umumnya dilakukan dengan cara 10 bagian 
simplisia dengan derajat halus yang cocok dimasukkan ke dalam bejana, 
kemudian dituangi dengan 75 bagian cairan penyari, ditutup dan dibiarkan 
selama 5 hari terlindung dari cahaya, sambil berulang-ulang diaduk. 
 
 
Setelah 5 hari sari diserkai, ampas diperas. Ampas ditambah cairan 
penyari secukupnya diaduk dan diserkai, sehingga diperoleh seluruh sari 
sebanyak 100 bagian. Bejana ditutup, dibiarkan di tempat sejuk, 
terlindung dari cahaya, selama 2 hari. Kemudian endapan dipisahkan 
(Anonim 1986, 10-11). 
2. Perkolasi 
Perkolasi adalah cara penyarian yang dilakukan dengan 
mengalirkan cairan penyari melalui serbuk simplisia yang telah dibasahi. 
Prinsip perkolasi adalah serbuk simplisia ditempatkan dalam suatu 
bejana silinder yang bagian bawahnya diberi sekat berpori. Cairan penyari 
dialirkan dari atas ke bawah melalui serbuk tersebut, cairan penyari akan 
melarutkan zat aktif sel-sel yang dilalui sampai mencapai keadaan jenuh. 
Gerak ke bawah disebabkan oleh kekuatan gaya beratnya sendiri dan 
cairan di atasnya, dikurangi dengan daya kapiler yang cenderung untuk 
menahan (Anonim 1986, 16).  
3. Soxhletasi 
Prinsip soxhletasi adalah uap cairan penyari naik ke atas melalui 
pipa samping, kemudian diembunkan kembali oleh pendingin tegak. 
Cairan turun ke labu melalui tabung yang berisi serbuk simplisia. Cairan 
penyari sambil turun melarutkan zat aktif serbuk simplisia. Karena adanya 
sifon maka setelah cairan mencapai permukaan sifon, seluruh cairan akan 
 
 
kembali ke labu. Cara ini lebih menguntungkan karena uap panas tidak 
melalui serbuk simplisia, tetapi melalui pipa samping (Anonim 1986, 26). 
b. Ekstraksi secara panas 
1. Refluks 
Refluks merupakan salah satu cara ekstraksi panas di mana pada 
dasarnya adalah ekstraksi berkesinambungan. Cairan penyari diisikan 
pada labu, serbuk simplisia diisikan pada tabung dari kertas saring atau 
tabung yang berlubang-lubang dari gelas, baja tahan karat atau bahan lain 
yang cocok. Cairan penyari dipanaskan hingga mendidih lalu menguap 
dan uap tersebut akan mengembun karena didinginkan dan akan kembali 
menyari zat aktif dalam simplisia tersebut, demikian seterusnya (Anonim 
1986, 25-26). 
2. Destilasi Uap 
Destilasi uap dapat dipertimbangkan untuk menyari serbuk 
simplisia yang mengandung komponen yang mempunyai titik didih tinggi 
pada tekanan udara normal. Pada pemanasan biasa kemungkinan akan 
terjadi kerusakan zat aktifnya. Untuk mencegah hal tersebut maka 
penyarian dilakukan dengan destilasi uap 
Dengan adanya uap air yang masuk, maka tekanan kesetimbangan 
uap zat kandungan akan diturunkan menjadi sama dengan tekanan bagian 
di dalam suatu sistem, sehingga produk akan terdestilasi dan terbawa oleh 
uap air yang mengalir. Destilasi bukan semata-mata suatu proses 
 
 
penguapan pada titik didihnya, tetapi suatu proses perpindahan massa ke 
suatu media yang bergerak. Uap jenuh akan membasahi permukaan bahan, 
melunakkan jaringan dan menembus ke dalam melalui dinding sel dan zat 
aktif akan pindah ke rongga uap air yang aktif dan selanjutnya akan 
pindah ke rongga uap yang bergerak melalui antar fasa. Proses ini disebut 
hidrodifusi (Anonim 1986, 28). 
3. Infundasi 
Infundasi adalah sediaan cair yang dibuat dengan menyari 
simplisia dengan air pada suhu 90ºC selama 15 menit. 
Infundasi adalah proses penyarian yang umumnya digunakan 
untuk menyari zat kandungan aktif yang larut dalam air dari bahan-bahan 
nabati. Penyarian dengan cara ini menghasilkan sari yang tidak stabil dan 
mudah tercemar oleh kuman dan kapang. Oleh sebab itu, sari yang 
diperoleh dengan cara ini tidak boleh disimpan lebih dari 24 jam. 
Cara ini sangat sederhana dan sering digunakan oleh perusahaan 
obat tradisional. Dengan beberapa modifikasi, cara ini sering digunakan 
untuk membuat ekstrak (Anonim 1986, 8). 
E.  Metode Isolasi 
Kromatografi lapis tipis ialah metode pemisahan fisikokimia. KLT 
merupakan kromatografi serapan, tetapi dapat juga merupakan kromatografi 
partisi karena bahan penyerap telah dilapisi air dari udara. Lapisan yang 
memisahkan, yang terdiri atas bahan berbutir-butir (fase diam), ditempatkan pada 
 
 
penyangga berupa pelat gelas, logam atau lapisan yang cocok. Campuran yang 
akan dipisah, berupa larutan, ditotolkan berupa bercak atau pita (awal). Setelah 
pelat atau lapisan ditaruh di dalam bejana tertutup rapat yang berisi larutan 
pengembang yang cocok (fase gerak), pemisahan terjadi selama perambahan 
kapiler (pengembangan). Selanjutnya, senyawa yang tidak berwarna harus 
ditampakkan (dideteksi) (Stahl 1985, 1 dan Sudjadi 1988, 112). 
1. Fase Diam (Lapisan Penjerap) 
Panjang lapisan ini 200 mm dengan lebar 200 atau 100 mm. Untuk 
analisis, tebalnya 0,1-0,3 mm, biasanya 0,2 mm. Sebelum digunakan, lapisan 
disimpan dalam lingkungan yang tidak lembab dan bebas dari uap 
laboratorium. 
Penjerap yang umum ialah silika gel, aluminium oksida, kieselgur, 
selulosa dan turunannya, poliamida, dan lain-lain. Dapat dipastikan silika gel 
paling banyak digunakan. Silika gel ini menghasilkan perbedaan dalam efek 
pemisahan yang tergantung kepada cara pembuatannya sehingga silika gel G 
Merck menurut spesifikasi Stahl, yang diperkenalkan tahun 1958, telah 
diterima sebagai bahan standar. Selain itu, harus diingat bahwa penjerap 
seperti aluminium oksida dan silika gel mempunyai kadar air yang 
berpengaruh nyata terhadap daya pemisahnya (Stahl 1985, 4-5).   
2. Fase Gerak 
Fase gerak ialah medium angkut dan terdiri atas satu atau beberapa 
pelarut. Ia bergerak di dalam fase diam, yaitu suatu lapisan berpori karena ada 
 
 
gaya kapiler. Yang digunakan hanyalah pelarut bertingkat mutu analitik dan 
bila diperlukan sistem pelarut multikomponen ini harus berupa suatu 
campuran sesederhana mungkin yang terdiri atas maksimum tiga komponen. 
Angka banding campuran dinyatakan dalam bagian volume sedemikian rupa 
sehingga volume total 100, misalnya benzene-kloroform-asam asetat  96% 
(50:40:10) (Stahl 1985, 6) 
Kolom kromatografi dikemas kering  (biasanya dengan penjerap mutu 
KLT 10-40 µm) dalam keadaan vakum agar diperoleh kerapatan kemasan 
maksimum. Vakum dihentikan, pelarut yang kepolarannya rendah dituangkan 
ke permukaan penjerap lalu divakumkan lagi. Kolom dihisap sampai kering 
dan sekarang siap dipakai. Cuplikan, dilarutkan dalam pelarut yang cocok, 
dimasukkan langsung pada bagian atas kolom atau pada lapisan prapenjerap 
(tanah diatomae, celite, dsb) dan dihisap perlahan-lahan ke dalam kemasan 
dengan memvakumnya. Kolom, dielusi dengan campuran pelarut yang cocok, 
mulai dengan pelarut yang kepolarannya rendah lalu kepolaran ditingkatkan 
perlahan-lahan, kolom dihisap sampai kering pada setiap pengumpulan fraksi 
(Hostettman 1995, 33-34). 
Oleh karena itu kromatografi cair vakum menggunakan tekanan 
rendah untuk meningkatkan laju aliran fase gerak. Berbeda dengan metode 
yang menggunakan tekanan pada bagian atas kolom untuk meningkatkan laju 
aliran, mengotak-atik kolom (mengubah pelarut dsb) mudah karena kepala 
kolom berada dalam tekanan atmosfer (Hostettman 1995, 34). 
 
 
Kromatografi lapis tipis preparatif dapat memisahkan bahan dalam 
jumlah gram, sebagian besar pemakaian hanya dalam jumlah miligram. 
Ketebalan yang paling sering dipakai ialah 0,5-2 mm. Ukuran pelat 
kromatografi biasanya 20x20 cm atau 10x40 cm. Pembatasan ketebalan 
lapisan dan ukuran pelat sudah tentu mengurangi jumlah bahan yang dapat 
dipisahkan dengan KLTP. Penjerap yang pailng umum digunakan ialah silika 
gel dan dipakai untuk pemisahan campuran senyawa lipofil maupun campuran 
senyawa hidrofil (Hostettman 1995, 9) 
Cuplikan dilarutkan dalam sedikit pelarut sebelum ditotolkan pada 
pelat KLTP. Pelarut yang baik ialah pelarut atsiri (heksana, diklorometana, 
etil asetat), karena jika pelarut kurang atsiri terjadi pelebaran pita. Konsentrasi 
cuplikan harus sekitar 5-10 %. Cuplikan ditotolkan berupa pita yang harus 
sesempit mungkin karena pemisahan bergantung pada lebar pita. Untuk pita 
yang terlalu lebar, dapat dilakukan pemekatan dengan cara pengembangan 
memakai pelarut polar sampai kira-kira 2 cm di atas tempat penotolan. 
Kemudian pelat dikeringkan dan dielusi dengan pelarut yang diinginkan 
(Hostettman 1995, 10). 
Pilihan pelarut ditentukan berdasarkan pemeriksaan pendahuluan 
memakai KLT analitik. Karena ukuran partikel penjerap kira-kira sama, 
pelarut yang dipakai pada KLT analitik dapat dipakai langsung pada KLTP. 
Fase gerak biner berikut (dalam berbagai perbandingan) sangat sering dipakai 
pada pemisahan secara KLTP yaitu n-heksana-etil asetat, n-heksana-aseton, 
 
 
kloroform-metanol. Penambahan sedikit asam asetat atau dietilamina berguna 
untuk memisahkan berturut-turut senyawa asam dan senyawa basa 
(Hostettman 1995, 10). 
Kebanyakan penjerap KLTP mengandung indikator fluoresensi yang 
membantu mendeteksi kedudukan pita yang terpisah sepanjang senyawa yang 
dipisahkan menyerap sinar UV. Akan tetapi, beberapa indikator menimbulkan 
masalah yaitu bereaksi dengan asam kadang-kadang bahkan dengan asam 
asetat. Untuk senyawa yang tidak menyerap sinar UV, ada beberapa pilihan : 
1. Menyemprot dengan air (misalnya saponin). 
2. Menutup pelat dengan sepotong kaca menyemprot salah satu sisi dengan 
pereaksi semprot. 
3. Menambahkan senyawa pembanding (Hostettman 1995, 11). 
F. KLT Bioautografi 
Bioautografi berasal dari kata bio = makhluk hidup, autografi = 
melakukan aktivitas sendiri. Menurut Betina (1972), bioautografi adalah suatu 
metode pendeteksian untuk menemukan suatu senyawa antimikroba yang belum 
teridentifikasi dengan cara melokalisir aktivitas antimikroba tersebut pada suatu 
kromatogram. Metode ini memanfaatkan pengerjaan Kromatografi Lapis Tipis 
(KLT). Pada bioautografi ini didasarkan atas efek biologi berupa antibakteri, 
antiprotozoa, antitumor dan lain-lain dari substansi yang diteliti. Ciri khas dari 
prosedur bioautografi adalah didasarkan atas teknik difusi agar, di mana senyawa 
antimikrobanya dipindahkan dari lapisan KLT ke medium agar yang telah 
 
 
diinokulasikan dengan merata bakteri uji yang peka. Dari hasil inkubasi pada 
suhu dan waktu tertentu akan terlihat zone hambatan di sekeliling dari spot dari 
KLT yang telah ditempelkan pada media agar. Zone hambatan ditampakkan oleh 
aktivitas senyawa aktif yang terdapat di dalam bahan yang diperiksa terhadap 
pertumbuhan mikroorganisme uji. 
Bioautografi dapat dibagi atas tiga kelompok, yaitu: 
1. Bioautografi langsung, yaitu di mana mikroorganismenya tumbuh secara 
langsung di atas lempeng Kromatografi Lapis Tipis (KLT). 
2. Bioautografi kontak, di mana senyawa antimikroba dipindahkan dari 
lempeng KLT ke medium agar yang telah diinokulasikan bakteri uji yang 
peka secara merata dan melakukan kontak langsung. 
3. Bioautografi pencelupan, di mana medium agar telah diinokulasikan dengan 
suspensi bakteri dituang di atas lempeng Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 
(Djide 2006, 299-300).   
G. Identifikasi Struktur 
Pada identifikasi suatu kandungan tumbuhan, setelah kandungan itu 
diisolasi dan dimurnikan, pertama-tama harus kita tentukan dahulu golongannya, 
kemudian barulah ditentukan jenis senyawa dalam golongan tersebut. Senyawa 
harus membentuk bercak tunggal dalam beberapa sistem KLT dan/atau KKt. 
Identifikasi lengkap dalam golongan senyawa bergantung pada pengukuran sifat 
atau ciri lain, yang kemudian dibandingkan dengan data dalam pustaka. Sifat yang 
diukur termasuk titik leleh (untuk senyawa padat), titik didih (untuk cairan), 
 
 
putaran optik (untuk senyawa aktif optik), dan Rf atau RRt (pada kondisi baku). 
Tetapi, data mengenai senyawa tumbuhan yang sama ialah ciri spektrumnya, 
termasuk pengukuran spektrum UV, inframerah (IM), resonansi magnet inti 
(RMI), dan spektrum massa (Harborne 1987, 19-20). 
1. Spektroskopi Ultraviolet 
Spektrofotometri serap adalah pengukuran serapan radiasi 
elektromagnit panjang gelombang tertentu yang sempit, mendekati 
monokromatik, yang diserap zat. Meskipun spektrum pada daerah ultraviolet 
dan daerah cahaya tampak dari suatu zat tidak khas, tetapi sangat cocok untuk 
penetapan kuantitatif, dan untuk beberapa zat berguna untuk membantu 
identifikasi (Anonim 1979, 772). 
Senyawa tanwarna diukur pada jangka 200 sampai 400 nanometer 
(nm), senyawa berwarna pada jangka 200 sampai 700 nm. Panjang gelombang 
serapan maksimum dan minimum pada spekrtum serapan yang diperoleh 
direkam (dalam nm), demikian juga kekuatan absorbansi (keterserapan) (atau 
kerapatan optik) pada maksima dan minima yang khas. Bahan yang 
diperlukan hanya sesepora saja karena sel spektrofotometri baku (1x1 cm) 
hanya dapat diisi 3 ml larutan. Dengan menggunakan sel khusus hanya 
diperlukan sepersepuluh volume tersebut. Pengukuran spektrum yang 
demikian itu penting pada identifikasi kandungan tumbuhan, yaitu untuk 
memantau eluat dari kolom kromatografi sewaktu pemurnian dan untuk 
 
 
mendeteksi golongan senyawa tertentu, misalnya poliasetilena, pada waktu 
penjaringan ekstrak kasar tumbuhan (Harborne 1987, 21).   
Pelarut yang banyak digunakan untuk spektroskopi UV ialah etanol 
95% karena kebanyakan golongan senyawa larut dalam pelarut tersebut. 
Pelarut lain yang sering digunakan ialah air, metanol, heksana, eter minyak 
bumi, dan eter. Pelarut seperti kloroform dan piridina umumnya harus 
dihindari karena menyerap kuat di daerah 200-260 nm tetapi sangat cocok 
untuk mengukur spektrum pigmen tumbuhan, seperti karotenoid, di daerah 
spektrum tampak. (Harborne 1987, 21)   
2. Spektroskopi Inframerah (IM) 
Spektrum serapan inframerah suatu zat mempunyai gambaran yang 
khas untuk zat yang bersangkutan, hingga dapat digunakan sebagai 
identifikasi. Untuk keperluan identifikasi spektrum zat yang diuji dapat 
dibandingkan dengan spektrum zat pembanding yang ditetapkan dengan cara 
yang sama atau dibandingkan dengan spektrum pembanding (Anonim 1979, 
773-774). 
Alat spektrofotometer inframerah pada dasarnya sama dengan 
spektrofotometer ultraviolet dan cahaya tampak dan hanya berbeda pada 
sumber energi, bahan optik dan detektor. Spektrofotometer yang digunakan 
untuk identifikasi meliputi panjang gelombang 4000 cm
-1
 hingga 670 cm
-1
 
(2,5 µm-15 µm) (Anonim 1979, 774). 
 
 
Spektrum inframerah
 
senyawa tumbuhan dapat diukur dengan 
spektrofotometri inframerah yang merekam secara otomatis dalam bentuk 
larutan (dalam kloroform, karbontetraklorida, 1-5 %), bentuk gerusan dalam 
minyak nuyol, atau bentuk padat yang dicampur dengan kalium bromida. 
Kenyataan yang menunjukkan bahwa banyak gugus fungsi dapat 
diidentifikasi dengan menggunakan frekuensi getaran khasnya mengakibatkan 
spektofotometri inframerah merupakan cara paling sederhana dan sering 
paling terandalkan dalam menentukan golongan senyawa. Walaupun 
demikian, dalam fitokimia, spektroskopi IM paling sering digunakan sebagai 
alat „pembuat sidik jari‟ untuk membandingkan cuplikan alam dengan 
cuplikan sintesis (Harborne 1987, 24-26). 
Spektroskopi IM dapat juga memberi sumbangan yang berguna bagi 
penentuan struktur bila dijumpai senyawa baru dalam tumbuhan. Walaupun 
banyak daftar mengenai kaitan struktur kimia dengan puncak serapan IM, 
penafsiran sebenarnya dari suatu spektrum yang rumit mungkin saja sukar, 
dan untuk itu diperlukan banyak pengalaman. Tetapi, pada beberapa golongan 
senyawa, penafsirannya merupakan hal yang nusbi sederhana. Pengukuran 
frekuensi karbonil antara 1800 dan 1650 cm
-1
 pada kuinon dapat segera 
menunjukkan apakah gugus karbonil terkelat dengan hidroksil yang terletak di 
sampingnya atau tidak. Misalnya, pada antrakuinon, kuinon tak terkelat 
mempunyai pita antara 1678 dan 1653 cm
-1
 ; kuinon yang mempunyai α-OH 
menunjukkan dua pita, pada 1675-1647 cm
-1
 dan pada  1637-1621 cm
-1
 ; dan 
 
 
kuinon yang mempunyai dua gugus α-OH mempunyai pita pada 1675-1661 
cm
-1
 dan pada 1645-1608 cm
-1 
(Harborne 1987, 27). 
H. Tinjauan Agama Tentang Kesehatan 
Agama Islam mengandung tuntunan agar masyarakat khususnya umat 
Islam memelihara kesehatan dengan melakukan upaya pencegahan terhadap 
penyakit.  
Yang dimaksud kesehatan adalah kesehatan jasmaniah, rohaniah dan 
sosial yang dimiliki manusia sebagai karunia Allah SWT yang wajib 
disyukuri dengan mengamalkan, memelihara dan mengembangkannya.  
Manusia tidak selamanya sehat, manakala jatuh sakit, hendaknya 
segera berobat. Hal ini sesuai sabda Rasulullah saw: 
)
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Artinya: 
“Dari Ziyad bin „Alaaq, dari Usamah bin Syuraik, ia berkata: “Ketika 
aku sedang bersama Nabi SAW datang serombongan orang Arab yang lalu 
berkata kepada Nabi SAW: „Haruskah kami berobat (dari penyakit)?‟ Nabi 
menjawab: „Benar, wahai para hamba Allah. Berobatlah kamu. 
Sesungguhnya Allah tidak mengadakan suatu penyakit kecuali telah 
menyediakan pula (obat) penyembuhnya, selain obat untuk suatu penyakit. 
„Mereka bertanya: „Penyakit apakah itu? „Nabi menjawab: „Penyakit tua.‟ – 
 
 
dalam kalimat lain disebutkan – „Sesungguhnya Allah tidak menurunkan 
penyakit kecuali Dia telah menurunkan (obat) penyembuhnya. Orang yang 
berilmu dapat mengetahui , sedang orang bodoh tidak akan mengetahuinya‟ 
” (H.R. Ahmad) („Zakki 2007, 17-21). 
 
Selanjutnya pada hadits lain : 
 
)( 
Artinya: 
 
“Dari Hilal bin Yasar, ia berkata: “Rasulullah SAW mengunjungi 
orang sakit yang telah pernah dibesuknya, lalu beliau berkata: „Kirimkan 
(bawalah) dia (si sakit) kepada dokter‟. Maka seseorang berkata: „Engkaukah 
yang mengatakan demikian ya Rasulullah?‟ Nabi menjawab: „Ya. 
Sesungguhnya Allah „Azza wa Jalla tidak menurunkan suatu penyakit kecuali 
Dia menurunkan pula obat penyakit tersebut.‟ ” (H.R. Amar bin Dinar).  
Penyakit apa saja yang menimpa manusia pasti ada obatnya. Obat 
setiap penyakit itu diketahui oleh orang yang ahli dibidang pengobatan, dan 
tidak diketahui oleh orang yang bukan ahlinya. Jika obat penyakit itu 
diketahui oleh semua orang sudah tentu  setiap orang akan mengobati dirinya 
sendiri dan tidak perlu lagi mencari-cari tabib atau dokter. Akan tetapi Allah 
menghendaki agar pengobatan itu dipelajari oleh ahlinya agar sesuai dengan 
penyakit yang akan diobati sehingga akan mendorong kesembuhannya, sesuai 
sabda Rasulullah saw yang artinya:  
“Karena setiap penyakit ada obatnya, maka pengobatan itu harus 
sesuai dengan penyakitnya. Pengobatan yang sesuai dengan penyakitnya itu 
akan segera diberi kesembuhan oleh Allah SWT.” (HR. Muslim).  (Al-
Ju‟aisin 2001, 58-59). 
 
 
Akan tetapi perlu diingat bahwasanya pengobatan hanyalah washilah. 
Sedangkan penggunaan obat bisa menyembuhkan, bisa juga tidak, apabila 
Allah SWT belum menghendaki atau menunda suatu penyembuhan. (Al-
Ju‟aisin 2001, 61). 
Tumbuhan atau tanaman adalah apotek lengkap yang mengandung zat 
aktif dan variatif yang telah diciptakan Allah SWT dengan hikmah dan takdir-
Nya. Potensi sebagian tumbuhan adalah melawan pengaruh bakteri dan zat 
perusak . potensi yang lain adalah membantu tubuh terbebas dari bakteri-
bakteri dan mempermudah penyerapan bahan-bahan aktif yang terdapat dalam 
tumbuhan tersebut (Sayyid 2004, 5-11). 
Q.S Al-An‟am : 99 
           
        
             
               
       
Terjemahan :  
“Dan dialah yang menurunkan air hujan dari langit, lalu kami 
tumbuhkan dengan air itu segala macam tumbuh-tumbuhan. Maka kami 
 
 
keluarkan dari tumbuh-tumbuhan itu tanaman yang menghijau. Kami 
keluarkan dari tanaman yang menghijau itu butir yang banyak; dan dari 
mayang korma mengurai tangkai-tangkai yang menjulai, dan kebun-kebun 
anggur, dan (Kami keluarkan pula) zaitun dan delima yang serupa dan yang 
tidak serupa. Perhatikanlah buahnya di waktu pohonnya berbuah dan 
(perhatikan pulalah) kematangannya. Sesungguhnya pada yang demikian itu 
ada tanda-tanda (kekuasaan Allah) bagi orang-orang yang beriman”. 
 
Kitab al-Muntakhab fii at-Tafsir yang ditulis oleh sejumlah pakar 
mengemukakan bahwa: Ayat tentang tumbuh-tumbuhan ini menerangkan 
proses penciptaan buah yang tumbuh dan berkembang melalui beberapa fase, 
hingga sampai pada fase kematangan. Pada saat mencapai kematangan itu, 
suatu jenis buah mengandung komposisi zat gula, minyak, protein, berbagai 
zat karbohidrat dan zat tepung. Semua itu terbentuk atas bantuan cahaya 
matahari yang masuk melalui klorofil yang pada umumnya terdapat pada 
bagian pohon yang berwarna hijau, termasuk pada daun. Daun itu ibarat 
pabrik yang mengolah komposisi zat-zat tadi untuk didistribusikan ke bagian-
bagian pohon yang lain, termasuk biji dan buah. 
Kemajuan ilmu pengetahuan telah dapat membuktikan kemahaesaan 
Allah. Di dunia kedokteran ditemukan bahwa klorofil, ketika diassimilasi oleh 
tubuh manusia, bercampur dengan sel-sel manusia. Pencampuran itu 
kemudian memberikan tenaga dan kekuatan melawan bermacam bakteri 
penyakit. Dengan demikian, ia berfungsi sebagai benteng pertahanan  tubuh 
dari serangan segala macam penyakit.(Shihab 2002, 216-217). 
Menurut Prof. Buya Hamka, dengan memperhatikan belahnya buah 
dan biji, keluarnya yang hidup dari yang mati dan keluarnya yang mati dari 
 
 
yang hidup, sampai kepada belahnya subuh karena terbitnya fajar, kejadian 
manusia, hujan turun dari langit dan sebagainya, sampai kepada berbagai 
ragam buah-buahan itu, maka semuanya itu adalah mengajak kita berfikir, 
untuk menambah ilmu tentang alam dan akhirnya untuk meneguhkan iman 
kita kepada Allah.(Hamka 1983, 292). 
Selanjutnya pada Q.S  An-Nahl: 11 
          
         
          
Terjemahan: 
“Dia menumbuhkan bagi kamu dengan air hujan itu tanam-tanaman; 
zaitun, korma, anggur dan segala macam buah-buahan. Sesungguhnya pada 
yang demikian itu benar-benar ada tanda (kekuasaan Allah) bagi kaum yang 
memikirkan”. 
 
Ayat ini menyebut beberapa yang paling bermanfaat dan popular 
dalam masyarakat Arab tempat di mana turunnya Al-Quran, dengan 
menyatakan bahwa Dia, yakni Allah swt. menumbuhkan bagi kamu 
dengannya, yakni dengan air hujan itu tanam-tanaman, dari yang paling cepat 
layu sampai dengan yang paling panjang usianya dan paling banyak 
manfaatnya. Dia menumbuhkan zaitun, salah satu pohon yang paling panjang 
usianya, demikian juga kurma, yang dapat dimakan mentah atau matang, 
mudah dipetik dan sangat bergizi lagi berkalori tinggi, juga anggur yang dapat 
kamu jadikan makanan yang halal atau minuman yang haram dan dari segala 
 
 
macam atau sebagian buah-buahan, selain yang disebut itu. Sesungguhnya 
pada yang demikian, yakni pada curahan hujan dan akibat-akibatnya itu 
benar-benar ada tanda yang sangat jelas bahwa yang mengaturnya seperti itu 
adalah Maha Esa lagi Maha Kuasa. Tanda itu berguna bagi kaum yang 
memikirkan. Betapa tidak, sumber airnya sama, tanah tempat tumbuhnya 
berdempet, tetapi ragam dan rasanya berbeda-beda. 
Dari berbagai pendapat yang dikemukakan para ulama bahwa Allah 
SWT telah menciptakan segala sesuatu tanpa sia-sia. Air hujan yang 
diturunkan sangat bermanfaat untuk kelangsungan hidup tanam-tanaman dan 
tumbuh-tumbuhan yang menjadi salah satu sumber makanan bagi makhluk  
lain termasuk manusia. Di dalam sebuah daun terdapat berbagai macam zat 
yang dapat menjadi sumber penyembuhan terhadap penyakit. Manusia 
disunnahkan untuk berikhtiar, salah satunya dengan melakukan penelitian 
untuk menemukan obat baru. Dari berbagai penelitian akan mengungkapkan 
berbagai macam fakta sebagai indikator kebesaran Allah Rabbul izzah yang 
kemudian menjadi jembatan untuk meningkatkan iman kepada-Nya.  
 
 
 
 
 
 
 
 
BAB III 
METODE PENELITIAN 
A.  Alat dan Bahan 
1.   Alat-alat yang digunakan 
Autoklaf (Smic model YX-280 B), cawan petri, chamber (camag), 
gelas erlenmeyer (Iwaki Pyrex), inkubator (Memmert), lampu UV 254 dan 
366 nm, oven (Fisher), seperangkat alat kromatografi lapis tipis preparatif, 
spektrofotometer UV-Vis (Lastacqu), spektrofotometer (Shimadzu) dan 
timbangan analitik (AND). 
2.   Bahan-bahan yang digunakan 
Aluminium klorida, aquadest, aseton, besi (III) klorida, biakan murni 
(Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhosa, 
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus mutans, dan Vibrio sp), 
Dragendorf, etil asetat, fraksi II hasil isolasi ekstrak n-heksan daun jati 
(Tectona grandis L.F), Glucosa Nutrient Broth (GNB), kloroform, 
Liebermann-Burchard, metanol, n-heksan, Nutrient Agar (NA), silika gel G 
60 F254(E. Merck), dan Vanilin asam sulfat.  
B.  Prosedur Kerja 
1. Penyiapan dan Pengolahan Sampel 
Sampel penelitian yang digunakan adalah fraksi II hasil isolasi ekstrak 
n-heksan daun jati yang merupakan koleksi Laboratorium Farmakognosi 
Fitokimia UIN Alauddin Makassar. 
 
 
2. KLT Bioautografi Fraksi II Hasil Isolasi Ekstrak n-Heksan Daun Jati 
(Tectona grandis L.F) 
Fraksi II hasil isolasi ekstrak n-heksan daun jati diuji dengan KLT 
Bioautografi terhadap Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella 
typhosa, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus mutans, dan Vibrio sp. 
Metode ini didasarkan atas difusi dari senyawa yang telah dipisahkan dengan 
kromatografi lapis tipis (KLT). Lempeng kromatografi tersebut ditempatkan 
di atas permukaan medium Nutrien Agar yang telah diinokulasi dengan 
mikroorganisme yang sensitif terhadap senyawa bakteri yang dianalisis. 
Setelah 15-30 menit, lempeng kromatografi tersebut dipindahkan dan 
diangkat dari permukaan medium. Senyawa antimikroba yang telah berdifusi 
dari lempeng kromatogram ke dalam media agar akan menghambat 
pertumbuhan bakteri setelah diinkubasi pada waktu dan suhu yang tepat 
sampai noda yang menghambat pertumbuhan mikroba uji nampak pada 
permukaan membentuk zone jernih.  
3. Isolasi Senyawa Antibakteri 
Isolasi senyawa antibakteri dilakukan dengan Kromatografi Lapis 
Tipis Preparatif (KLTP). Dibuat lempeng KLTP dengan cara ditimbang silika 
gel halus 20 g dan air dengan perbandingan 2x jumlah silika gel. Silika gel 
dimasukkan ke dalam gelas erlenmeyer dengan tutup kaca, kemudian 
ditambahkan air pada campuran tersebut sedikit demi sedikit sambil 
dihomogenkan. Dibebaslemakkan lempeng kaca dengan menggunakan 
 
 
metanol, kemudian diletakkan pada cetakan. Suspensi silika gel dituang pada 
cetakan dengan ketebalan penjerap 0,25 mm dan dibiarkan mengering. 
Selanjutnya lempeng diaktifkan dalam oven pada suhu 110°C selama 3 jam. 
Fraksi II kemudian ditotol pada lempeng KLTP secara berderet dan 
dielusi dengan eluen n-heksan : etil asetat (5 : 1) dan diperoleh 2 pita. Masing-
masing pita dikeruk dan dilarutkan dengan kloroform : metanol (1 : 1) 
kemudian disaring untuk memisahkan silika gel. 
4. KLT Bioautografi Hasil KLTP   
Isolat I dan II hasil KLTP kemudian diuji kembali dengan KLT 
Bioautografi terhadap Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella 
typhosa dan  Staphylococcus epidermidis. 
5. Uji Pemurnian Senyawa Aktif 
1. KLT sistem multi eluen 
Pengujian ini dilakukan dengan menotolkan isolat aktif pada 
lempeng KLT kemudian dielusi dengan eluen aseton : etil asetat (2 : 1), 
heksan : aseton (1 : 2) dan kloroform: aseton (1 : 4). 
2. KLT dua dimensi 
Pengujian ini dilakukan dengan menotolkan isolat aktif pada 
lempeng KLT dengan ukuran 10x10 cm kemudian dielusi pada arah I 
dengan eluen aseton : etil asetat (2 : 1) dan arah II dengan eluen  
kloroform : aseton (1 : 4). 
 
 
 
6. Identifikasi Sampel 
1. Identifikasi pereaksi kimia  
Isolat II ditotol pada beberapa lempeng KLT kemudian masing-
masing disemprot dengan Liebermann-Burchard, Vanilin asam sulfat, 
Dragendorf, aluminium klorida dan besi (III) klorida. Hasil penyemprotan 
dipanaskan pada oven selama beberapa saat untuk mendapatkan intensitas 
warna yang maksimum pada bercak.   
2. Identifikasi spektrofotometri UV-Vis 
Senyawa dilarutkan dalam kloroform : metanol (1 : 1) kemudian 
cuplikan ditempatkan di antara monokromator  dan detektor. Spektrum 
yang dihasilkan direkam pada alat pencatat. 
3. Identifikasi spektrofotometri Inframerah  
Cuplikan yang dibuat sebagai film yang tipis dengan cara dibuat 
pellet KBr kemudian ditempatkan di antara sumber cahaya dan 
monokromator, selanjutnya direkam  pada alat pencatat.  
 
 
 
 
 
 
 
 
BAB IV 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
A. Hasil Penelitian 
1. Pengujian KLT Bioautografi terhadap fraksi II hasil isolasi ekstrak n-
heksan daun jati (Tectona grandis L.F) 
Hasil pengujian fraksi II hasil isolasi ekstrak n-heksan daun jati 
(Tectona grandis L.F) memberikan aktivitas antibakteri terhadap Bacillus 
subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis dan 
Salmonella typhosa seperti terlihat pada gambar 3. 
2. Isolasi ekstrak n-heksan daun jati secara KLTP 
Fraksi II diisolasi dengan KLTP dan diperoleh 2 pita yaitu isolat I dan 
isolat II seperti pada gambar 4. 
3. Pengujian KLT Bioautografi terhadap isolat hasil KLTP 
Hasil pengujian isolat I tidak menunjukkan aktivitas antibakteri . 
sedangkan pada isolat II menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap Bacillus 
subtilis, Pseudomonas aeruginosa dan Salmonella typhosa seperti pada 
gambar 5.  
4. Pengujian isolat II dengan KLT sistem multi eluen dan KLT dua 
dimensi. 
Hasil uji pemurnian Isolat II dengan KLT sistem multi eluen 
menggunakan eluen aseton : etil asetat (2 : 1), heksan : aseton (1 : 2) dan 
kloroform: aseton (1 : 4) dan diperoleh satu noda seperti pada tabel 1 dan 
 
 
gambar 6. Sedangkan pada KLT dua dimensi, pada arah I menggunakan eluen 
aseton : etil asetat (2 : 1) dan pada arah II dengan eluen kloroform : aseton (1 : 
4) menunjukkan satu noda seperti pada tabel 2 dan gambar 7. 
5. Identifikasi dengan penampak bercak, spektrofotometri ultraviolet dan 
inframerah 
Hasil diidentifikasi dengan penampak bercak memberikan hasil positif 
terhadap senyawa golongan steroid terlihat pada  tabel 3 dan gambar 8. 
Identifikasi dengan spektrofotometri ultraviolet memberikan hasil serapan 
maksimum pada panjang gelombang 242 nm terlihat pada gambar 1 dan hasil 
identifikasi dengan spektrofotometri inframerah terlihat pada gambar 2. 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 1. Data spektrofotometri ultraviolet dari isolat II daun jati (Tectona grandis 
L.F) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 2. Data spektrofotometri inframerah dari isolat II daun jati (Tectona grandis 
L.F) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B. Pembahasan 
Daun jati (Tectona grandis L.F) telah digunakan masyarakat sebagai obat 
tradisional yaitu pada penyakit kolesterol, jantung, obat kegemukan, hipertensi, 
diabetes dan borok. 
Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah fraksi II n-heksan daun 
jati di mana pada penelitian sebelumnya ekstrak n-heksan daun jati ini aktif 
terhadap 6 bakteri yaitu Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella 
typhosa, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus mutans, dan Vibrio sp yang 
diuji secara KLT Bioautografi. Pengujian ini dipilih karena dapat melokalisir 
antibakteri pada kromatogram meskipun dalam senyawa aktif tersebut masih 
merupakan senyawa kompleks. 
Fraksi II yang aktif selanjutnya diisolasi dengan KLTP agar diperoleh 
pemisahan yang baik sehingga mempermudah proses isolasi di mana KLTP ini 
menghasilkan 2 pita. Isolat II yang merupakan isolat tunggal menunjukkan 
aktivitas antibakteri terhadap Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa dan 
Salmonella typhosa dengan pengujian KLT Bioautografi. 
 Selanjutnya dilakukan pengujian kemurnian dengan KLT sistem multi 
eluen dan KLT dua dimensi. Pada KLT multi eluen, digunakan 3 eluen yang 
masing-masing hasilnya menunjukkan 1 bercak dengan nilai Rf yang berbeda-
beda sesuai dengan tingkat kepolaran eluen yang digunakan. Sedangkan pada 
KLT dua dimensi, digunakan dua eluen yang pertama pada arah I dan eluen kedua  
 
 
pada arah II. Hasilnya menunjukkan satu bercak yang dilihat pada UV 254, UV 
366 dan H2SO4 10%. Hal ini menunjukkan bahwa isolat II merupakan senyawa 
tunggal. 
Identifikasi dengan penampak bercak yaitu Liebermann-Burchard dan 
Vanilin-H2SO4. Pada penampak bercak Liebermann-Burchard dihasilkan bercak 
dengan warna merah kecoklatan pada UV 366 sedangkan pada vanillin-H2SO4 
menghasilkan bercak dengan warna ungu yang menunjukkan bahwa isolat II 
ekstrak n-heksan daun jati merupakan senyawa golongan steroid.    
Identifikasi selanjutnya dengan menggunakan spektrofotometri ultraviolet 
dan inframerah. Interpretasi data spektrum ultraviolet menunjukkan serapan 
maksimum pada panjang gelombang 242 nm. Sedangkan interpretasi data 
spektrum inframerah menunjukkan adanya gugus hidroksil (OH) pada bilangan 
gelombang 3348,42 cm
-1
 yang diperkuat gugus OH pada bilangan gelombang 
1172,72 cm
-1
 dan 1111,00 cm
-1
. Gugus CH alifatis pada bilangan gelombang 
2924,09 cm
-1
 dan 2854,65 cm
-1
 dan diperkuat gugus CH2 pada bilangan 
gelombang 1458,18 cm
-1
, 2731,20 cm
-1
 dan 2677,20 cm
-1
. Gugus CO pada 
bilangan gelombang 1705,07 cm
-1
. Gugus C=C pada bilangan gelombang 1643,35 
cm
-1
, 1604,77 cm
-1
 dan 1504,48 cm
-1
. Gugus metil (CH3) pada bilangan 
gelombang 1373,32 cm
-1
. Gugus alkan pada bilangan gelombang 1249,87 cm
-1
, 
1203,58 cm
-1
. Dan gugus alken pada bilangan gelombang 972,12 cm
-1
 yang 
diperkuat dengan gugus alken pada bilangan gelombang 902,69 cm
-1
, 833,25 cm
-
 
 
dan 725,23 cm
-1
. Data tersebut ditunjang dengan penampak bercak yang 
memberikan hasil positif terhadap senyawa golongan steroid.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
BAB V 
PENUTUP 
A. Kesimpulan 
Dari hasil penelitian yang dilakukan, diperoleh kesimpulan bahwa: 
1. Isolat II ekstrak n-heksan daun jati (Tectona grandis L.F) merupakan senyawa  
golongan steroid yang menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap Bacillus 
subtilis, Pseudomonas aeruginosa, dan Salmonella typhosa.  
2. Hasil identifikasi spektrofotometri ultraviolet menunjukkan serapan 
maksimum pada panjang gelombang 242 nm. Sedangkan interpretasi 
inframerah menunjukkan adanya gugus -OH, -CH alifatis, -CO, -CH3, alkan, 
alken dan -C=C. 
B.  Implikasi Penelitian 
Sebaiknya dilakukan identifikasi selanjutnya yaitu dengan spektoskopi H-
NMR dan C-NMR serta spektroskopi massa agar diperoleh data yang lebih 
akurat. 
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LAMPIRAN 
Skema Kerja 
                                                                                   
                                                         
                                                                     
 
 
                                KLT Bioautografi 
  
                                                                       Pemurnian 
                                                                       Uji pemurnian 
 
                                                     Identifikasi: - Pereaksi kimia 
- UV-Vis 
-  IR 
                       
 
 
 
 
 
Isolat II Isolat I 
Isolat II 
Isolat tunggal 
Hasil dan Pembahasan 
Kesimpulan 
Fraksi II hasil isolasi ekstrak n-heksan 
Isolasi secara KLTP 
 
 
Tabel 1. Nilai Rf dan warna bercak pada kromatogram isolat II dengan   KLT  
sistem multi eluen. 
Eluen Nilai Rf Warna Bercak 
UV 254 
nm 
UV 366 
nm 
H2SO4 
10% 
UV 254 
nm 
UV 366 
nm 
H2SO4 
10% 
1 0,50 0,50 0,50 Hijau Ungu Coklat 
2 0,30 0,30 0,30 Hijau Ungu Coklat 
3 0,40 0,40 0,40 Hijau Ungu Coklat 
 
 Keterangan : 
1. Eluen = Aseton : etil asetat (2 : 1) 
2. Eluen = Heksan : aseton (1 : 2) 
3. Eluen = Kloroform: aseton (1 : 4) 
Tabel 2. Nilai Rf dan warna bercak pada kromatogram isolat II dengan  KLT 
dua dimensi    
Arah 
Elusi 
Nilai Rf Warna Bercak 
UV 
254 
nm 
UV 
366 
nm 
H2SO4 
10% 
UV 254 
nm 
UV 366 nm H2SO4 10% 
1 0,85 0.85 0,85 Hijau Ungu Coklat 
2 0,82 0,82 0,82 Hijau Ungu Coklat 
 
 
 
 
Tabel 3. Nilai Rf dan warna bercak pada kromatogram isolat II hasil 
identifikasi penampak bercak.  
Sampel Pereaksi Rf Hasil  Ket 
Isolat tunggal Liebermann-Burchard 0,54 Merah kecoklatan + 
Vanilin asam sulfat 0,54 Ungu + 
Dragendorf 0,54 - - 
Aluminium klorida 0,54 - - 
Besi (III) klorida 0,54 - - 
 
Keterangan : 
+  :  Positif terhadap penampak bercak  
- :  Tidak positif terhadap penampak bercak  
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Gambar 3. Foto pengujian KLT Bioautografi fraksi II hasil isolasi ekstrak  n-heksan 
daun jati (Tectona grandis L.F)  
Keterangan : 
A. Cawan petri 
B. Medium Nutrien Agar (NA) 
C. Lempeng KLT 
D. Bercak aktif antibakteri 
E. Koloni bakteri 
I : Bacillus subtilis 
II : Pseudomonas aeruginosa 
III : Staphylococcus epidermidis 
IV : Salmonella  typhosa 
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Gambar 4. Foto hasil kromatografi lapis tipis preparatif (KLTP) fraksi II hasil isolasi 
ekstrak n-heksan daun jati (Tectona grandis L.F)  
Keterangan : 
A : UV 254 nm 
B : UV 366 nm 
Fase gerak : Heksan : etil asetat (5 : 1) 
Fase diam : Silika gel G 60 F254 
Ukuran lempeng : 20 x 20 cm 
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Gambar 5. Foto pengujian KLT Bioautografi isolat II hasil KLTP fraksi II ekstrak n-
heksan daun jati (Tectona grandis L.F). 
Keterangan : 
A. Cawan petri 
B. Medium Nutrien Agar (NA) 
C. Lempeng KLT 
D. Bercak aktif antibakteri 
E. Koloni bakteri 
I : Bacillus subtilis 
II : Pseudomonas aeruginosa 
III : Salmonella typhosa 
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Gambar 6. Foto profil isolat II hasil KLTP fraksi II ekstrak n-heksan daun jati 
(Tectona grandis L.F) dengan metode KLT sistem multi eluen. 
Keterangan : 
A : UV 254 nm 
B : UV 366 nm 
C : H2SO4 10% 
1 :  Aseton : etil asetat (2 : 1) 
2 :  Heksan : aseton (1 : 2) 
3 :  Kloroform: aseton (1 : 4) 
Lempeng : Silika gel G 60 F254 
Ukuran lempeng : 1 x 6,5 cm 
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Gambar 7. Foto profil isolat II hasil KLTP fraksi II ekstrak n-heksan daun jati 
(Tectona grandis L.F) dengan metode KLT dua dimensi pada penampak 
bercak UV 254 nm, UV 366 nm dan H2SO4 10 %.  
Keterangan : 
Arah I : Aseton : Etil asetat (2 : 1)   1  :  UV 254 nm        
Arah II :   Kloroform : Aseton (1 : 4) 2  :  UV 366 nm  
Lempeng : Silika gel G 60 F254                              3  :  H2SO4 10 %  
Ukuran lempeng : 10 x 10 cm 
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Gambar 8. Foto profil kromatogram isolat II hasil KLTP fraksi II ekstrak n-heksan   
daun jati (Tectona grandis L.F) identifikasi dengan penampak bercak. 
Keterangan : 
A : Penampak bercak Liebermann-Burchard 
B : Penampak bercak Vanilin asam sulfat 
C :  Penampak bercak Dragendorf 
D :  Penampak bercak AlCl3 
E :  Penampak bercak FeCl3 
Fase gerak : Heksan : etil asetat (5 : 1) 
Fase diam : Silika gel G 60 F254 
Ukuran lempeng : 1 x 6,5 cm 
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Gambar 9 : Foto Tumbuhan Jati (Tectona grandis L.F) 
Keterangan :  
A : Tumbuhan Jati 
B : Daun Jati Tampak Depan 
C : Daun Jati Tampak Belakang 
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